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               論   文   の   要   旨 
 
 近年、微生物の産業利用を目指し、微生物の集積、分離、培養に関連した新たな技術開発が
社会的に強く求められている。著者は、三角フラスコ（EF）を用いて土壌試料を 50℃で振盪培
養し、微生物の探索実験を行っていた際に、サンプリングの有無により異なる培養微生物群集
が形成していることを独自に見出した。著者は、この新奇な現象を解析し活用することで、従
来法では得られなかった微生物群集を獲得できるのではないかと発案し、研究を展開している。 
 はじめに、サンプリング操作を行う際の培養栓の開封に着目し、培養中（48 h）に意図的に
培養栓を 30 sec 開封する培養実験を、土壌試料と YPD 培地を用いて実施した結果、培養栓の
開封の有無や開封条件によって異なる培養微生物群集が形成することが明らかとなった。この
新奇な現象は、様々な培地でも同様に認められた。培養期間中に培養栓の開封を 1~3回行った
結果、培養栓の開封の有無や開封条件によって異なる培養微生物群集を形成することも明らか
となった。この現象は様々な培養条件や海水試料でも認められており、その普遍性が示唆され
た。以上の結果より、従来の EF を用いた振盪培養法に間歇的な培養栓の開封操作を組み合わ
せることで、既存の機器を使用して新規微生物を集積、獲得できる可能性が示されている。 
 著者は、培養栓の開封操作の再現性の向上と煩雑さの解消のために、間歇的な通気が可能な
Automatic Aeration Flask System（AAFS）を開発した。AAFSを用い、培養期間中に様々な通気
速度で間歇的に空気を通気し、培養栓の開封を模倣することを試みた結果、間歇的な通気の有
無や通気条件によって異なる培養微生物群集が形成されることが確認できた。以上の結果より、
AAFSは新規微生物のスクリーニングに有効なシステムであることが示唆されている。 
また、新奇な現象（培養微生物群集の変化）は、24 wells plateと CO2の吸着除去剤を用いた
振盪培養の系でも確認できた。このことから著者は、新奇な現象が生じる要因として、フラス
コ振盪培養中の気相部の CO2濃度の変化とそれに伴う培養液中の変化に着目し、好気性微生物
の呼吸で必須な O2とその代謝産物の CO2を解析するために、フラスコ振盪培養中の気相部と
液相部（培養液）の CO2 と O2 濃度をリアルタイムにモニタリングできる Circulation Direct 
Monitoring and Sampling System（CDMSS）を開発した。CDMSSはフラスコの振盪を中断する
ことなく培養液と気相部の CO2 と O2 濃度の測定やサンプリングが可能である。開発した
CDMSSを用い、Escherihia coli K12および Saccharomyces cerevisiae IFO0309を振盪フラスコ培
養した際の CO2と O2の経時的な濃度変化を解析した結果、従来の振盪フラスコ培養では CO2
が気相部に高濃度に充満し、培養液中に高濃度に蓄積することが明らかとなった。 
以上の結果を統合し、最初に新奇な現象を見出した培養条件で CDMSSと AAFSを併用し、
土壌試料の振盪フラスコ培養中に間歇的な通気を行った結果、通気により気相部の CO2濃度の
低下と、それに伴う培養液中の CO2濃度の低下が認められ、コントロール（無通気）とは異な
る培養微生物群集が形成した。この結果、気相部への間歇的な操作が気相部の CO2濃度を一時
的に減少させ、それに伴い培養液中の CO2濃度が変化することで、新奇な現象が生じているこ
とが示唆された。 
 
 
 
               審   査   の   要   旨 
 
 
本研究は、著者が独自に見出した “振盪フラスコ培養中の短時間の間歇的な培養栓の開封が
集積される培養微生物群集に影響を及ぼす”という新奇な現象を基に、これまで十分な配慮が
なされてこなかった振盪フラスコの気相環境に焦点を当て、振盪フラスコ培養中の気相と液相
の CO2と O2の定量的な挙動解析を行うとともに、新規な微生物スクリーニング法の提案をし
たものであり、独創性が評価できる。本論文に於いて著者は、見出した新奇な現象を再現し、
利用するために、間歇的な通気が可能な Automatic Aeration Flask System（AAFS）を開発し、従
来の振盪フラスコ培養法とは異なる培養微生物の集積に成功している。また、フラスコ振盪培
養中の気相部と液相部（培養液）の CO2と O2濃度を real-timeにモニタリングできる Circulation 
Direct Monitoring and Sampling System（CDMSS）を開発し、従来の振盪フラスコ培養中に生じ
ている CO2と O2の挙動の解明と、新奇な現象を生じさせる主な要因の一つに CO2が関与して
いることを明らかにしている、本研究で開発したシステム（AAFSと CDMSS）や得られた知見
は、今後、新規微生物の集積、分離、培養や産業利用への貢献が期待できるものであり、実学
的背景を有する生物工学的研究として高く評価できる。 
平成２９年１月１９日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審
査及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行っ
た。その結果、審査委員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
